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Doel: 
Een overzicht te geven van de beschreven methoden om bebroede eieren 
van verse eieren te kunnen onderscheiden. 
Samenvatting : 
Het aantonen van bebroede bevruchte eieren gebeurt volgens een enz~la­
tische (5) en gaschromatografische methode (2,6) met als parameter 
13-hydroxyboterzuur (13-HBZ). Onbevruchte eieren ( zm-Tel vers als bebroed) 
hebben een 13-HBZ gehalte beneden de 2 ppm. Bebroede bevruchte eieren 
hebben een verhoogd 13-HBZ gehalte. De enzymatische methode heeft een 
detektiegrens van 1 ppm terwijl met de gaschromatografische methode de 
detektiegrens beneden het 1 ppm niveau kan worden gebracht . Voor het 
bepalen van het al of niet bebroed zijn van eieren zijn twee methoden 
ontwikkeld: 
a) de elektroforetische methode (7) waarbij gelet wordt op verandering 
in het bandenpatroon van proteïnen 
b) het bepalen van het aantal reducerende proteinen (8) . 
De elektroforetische methode vergt meer tijd en de namo~keurigheid van 
beide methoden is gelijk. 
Conclusie: 
Voor de kwalitatieve bepaling van bebroede eieren in eimonsters zijn 
twee methoden beschikbaar met gelijke nauwkeurigheid de elektrofore-
tische methode en de bepaling van het aantal reducerende proteïnen. 
Voor de bepaling van bebroede bevruchte eieren, aan de hand van het 
13-HBZ gehalte in eimonsters, zijn twee methoden ontwikkeld: de enzyma-
tische methode en de gaschromatografische methode. Laatstgenoemde 
heeft een lagere detektiegrens. 
Verantwoordelijk: drs H.L. Elenbaas 
Medewerker/Samensteller: H. Gootink (stagiaire) 
Projektleider: drs H.L. Elenbaas 
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Inleiding 
Jaarlijks worden er in Nederland circa 70 miljoen heldere uitgeschouw-
de broedeieren verwerkt tot eiprodukt voor humane consumptie. 
Dit schomo~en moet na 6 en 18 dagen plaatsvinden. Alleen de heldere 
uitgeschouwde bebroede eieren, welke niet langer dan 6 dagen in de 
broedmachine hebben gelegen , mogen lolorden verwerkt tot voor menselijke 
consumptie geschikt eiprodukt . 
In de praktijk wordt echter veelal alleen na 18 dagen geschouwd. Van 
deze 18-daagse eieren ,.,orden de "heldere" eieren (="geeletiket 
eieren")1) verwerkt tot eiprodukten voor humane consumptie (veelal als 
grondstof voor bakkerijen) (figuur 1). 
Deze heldere eieren bes taan uit onbevruchte eieren en eieren met een 
vroeg afgestorven vrucht, die niet zichtbaar is. 
De eieren met zichtbaar afgestorven vrucht (= roodetiket eieren) acht 
men nie t geschikt voor humane consumptie. Deze eieren worden b.v. in 
de cosmetische industrie verwerkt (figuur 1). 
Ofschoon tot nu toe niet bewezen is, dat goed behandelde, heldere 
schouweieren op enigerlei wijze schadelijk zijn voor de volksgezond-
heid, lWrdt er van diver se kanten (Algemene Inspektie Dienst; Produkt-
schap Pluimvee en Eieren; Veterinaire Dienst) op aangedrongen om normen 
voor de verwerking van uitgeschouwde bebroede eieren op te stellen met 
betrekking tot de eerlijkheid in de handel. 
In EEG-verband \olordt er zelfs gesproken over het niet toepassen van 
schouweieren (ook al zi jn ze onbevrucht) voor humane consumptie • 
..---'7 vers 
eieren ~bebroed 
~ bebroed 
~bebroed 
onbevrucht } 
bevrucht > "helder" 
~ zichtbaar 
vrucht ( = 
( geeletiket 
eieren) 
afgestorven 
roodetiket) 
Figuur 1: Onderverdeling van eieren op het ,.,el of niet bebroed en 
bevrucht zijn. 
1) Officieel zijn geeletiket eieren heldere 6-daagse broedeieren. De 
rest, ook heldere 18-daagse broedeieren , zijn roodetiket eieren. 
Echter omdat in de praktijk maar een keer \olordt geschomo1d, na 18 
dagen, worden nu de heldere 18- daagse eieren ook geeletiket eieren 
genoemd . 
8391.1 - 2 -
- 2 -
Samenstelling van de inhoud van een ei: 
Een ei bestaat voor 11,8% uit proteïnen 1), verdeeld over de drie 
afzonderlijke eenheden: schaal, dooier en eiwit. 
De verdeling van de hoofdkompanenten van een ei is te vinden in 
tabel 1 (1). De prote'inen van een eidooier verschillen van de pro-
teïnen van het eiwit. De proteïnen van een eidooier bestaan uit een 
aantal complexe macromoleculen die oplosbaar of onoplosbaar in \o~ater 
zijn. Het eiwit bevat 40 verschillende proteïnen (10, 5%) \o~aarvan de 
meeste oplosbaar in water zijn daar ei\o~it hoofdzakelijk uit \o~ater 
bestaat (88, 5%). Verder bevat eiwit een \o~einig lipiden (0, 02%), 
anorganische ionen (0,5%) en een beetje suiker (0,5%). 
De meest voorkomende proteïnen in ei\oli t zijn ovalbumine (54%), ovo-
transferrin (12%) en ovomucoid (11%). 
Verder komt in een ei nog een aantal organische zuren voor zoals melk-
zuur, appelzuur, a-hydroxyboterzuur, barnsteenzuur en fumaarzuur (2). 
De gehalten aan organische zuren in verse eieren zijn weergegeven in 
tabel 2 (gebaseerd op droge stof). 
Parameters voor de bepaling van bebroede eieren. 
De parameters die in aanmerking komen voor de identificatie van 
bebroede eieren zijn: 
1) het S-hydroxyboterzuur (S-HBZ)-gehalte 
2) verandering in banden pa troon van prote'inen 
3) gehalten aan reducerende proteïnen 
4) aantal SH groepen in proteïnen 
5) melkzuurgehalte. 
ad 1) Het S-hydroxyboterzuurgehalte 
Voor het aantonen van bevruchte eieren zijn methoden ont\o~ikkeld die de 
S-HBZ concentratie bepalen. 
B-HBZ is een organisch zuur met de volgende struktuurformule : 
CH3 - *CH - CH2 - COOH 
OH 
1) Het gebruik van de naam eiwitten zou in dit geval verwarring kunnen 
geven met het \olit van een ei. 
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(3-HBZ bevat één asymmetrische c atoom zodat er een D- en L-vorm be-
staat. In eieren is echter alleen de D-vorm aanwezig. In verse eieren 
komt een (3-HBZ concentratie voor van circa 1 ppm. Volgens Heaney and 
Curtis (3) blijft de (3-HBZ concentratie beneden de 2 ppm bij bebroede 
onbevruchte eieren. Deze gehalten zijn in overeenstemming met een 
recent artikel van Thomas en Stock (4) die de (3-HBZ gehalten van onbe-
vruchte eieren, be,.;raard bij verschillende temperaturen, hebben onder-
zocht (tabel 3). 
Bebroede, bevruchte eieren bevatten een verhoogd (3-HBZ gehalte met een 
gemiddelde van 167 ppm (3-HBZ (tabel 5) (3). Echter is volgens Thomas 
en Stock de (3-HBZ concentratie ook afhankelijk van de tijd en de tem-
peratuur lolaarbij de bevruchte eieren worden be\.;raard, zodat het (3-HBZ 
gehalte niet noodzakelijk maatgevend is voor bebroede bevruchte eieren 
(tabel 4). 
De 2 ppm grens \.;rord t pas overschreden als de bevruchte eieren ten 
minste 10 dagen bij 30°C opgeslagen zijn en dit komt in de praktijk 
niet of nauwelijks voor. 
ad 2) Verandering in bandenpatroon van proteïnen 
Het aantonen van eieren die bebroed zijn met behulp van elektroforese 
is gebaseerd op een verschil in eiwitpatroon tussen verse en bebroede 
eieren. Tijdens het broeden ondergaat het ovalbumine-eiwit een veran-
dering waardoor er een ander bandenpatroon ontstaat (figuur 2 zone I). 
Het ovalbumine-eiwit heeft een molekuulmassa van 45.000 (ame) 54% 
bevindt zich in het ehlit van het ei (1). Het is een proteïne dat 
gemakkelijk denatureert en kristalliseert. De scherpe banden van het 
globuline en conalbumine, die zichtbaar zijn bij het eiwitpatroon van 
verse eieren, zijn verdwenen bij bebroede eieren (figuur 2 zone II). 
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Figuur 2: Polyacrylamide- ureum-gel-elektrofore-sepatroon van eipro-
teïnen. 
1 t / m 4: 1:4 verdund 
5 t/m 8: 1:8 verdund 
1 + 5 vers ei 
2 + 6 10% 18 dagen bebroed ei 90% vers ei 
3 + 7 25% 18 dagen bebroed ei 75% vers ei 
4 + 8 18 dagen bebroed ei. 
ad 3) Gehalte aan reducerende proteïnen 
Het aantal reducerende proteïnen wordt bepaald volgens de methode van 
Cattaneo (8). In tabellen 11 en 15 wordt het aantal reducerende pro-
teïnen van verse eieren vergeleken met het aantal r educerende pro-
teïnen van bebroede eieren . 
In verse eieren is het gemiddelde gehalte aan reducerende proteïnen 
20,9 mM/100 g. In bebroede eieren is het gemiddelde gehalte aan redu-
cerende proteïnen 58,5 mM/100 g. 
ad 4) Het aantal SR- groepen in proteïnen 
Er is onderzocht of het aantal SR- groepen een maat is voor bebroede 
eieren. Het totale aantal SR- groepen kan men verdelen in proteïne 
SR- groepen en niet - pr oteïne SR- groepen (8). 
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Het totale aantal SR-groepen, prote'ine SH-groepen en niet-prote'ine 
SR-groepen, werd bepaald in eieren die gedurende 0, 5, 12 en 19 dagen 
bij 25- 27°C belolaard zijn in de schaal (tabel 10). 
Uit deze tabel volgt dat het gemiddeld gehalte van de totale SH-groe-
pen 46,2 mN/100 g bedraagt in vloeibaar heelei. In verse eieren 
bedraagt het totale SH-gehalte 43,1 nll-1/100 g. 
Ook het aantal niet-prote'ine SH-groepen geeft geen duidelijk verschil 
tussen vers of bebroed. Voor verse eieren geldt een gemiddeld gehalte 
van 0,6 mH/100 g en voor bebroede eieren geldt een gemiddeld gehalte 
van 1,1 mH/100 g (tabel 11 en 15). Daar, volgens de literatuur, totaal 
aantal SR-groepen en niet-prote'ine SR-groepen geen goede parameters 
zijn, wordt hier verder niet op ingegaan. 
ad 5) Het melkzuurgehalte 
Melkzuur is een organisch zuur dat van nature al voorkomt in verse 
eieren met een gemiddeld gehalte van 133 ppm (tabel 5). Bij de opslag 
van eieren bij verschillende temperatuur en tijd is gebleken, dat de 
concentraties van melkzuur en pyrrolidoncarbonzuur merkbaar veranderen 
(tabel 5). 
De concentratie van melkzuur nadert asymptotisen tot een bepaalde 
waarde die afhankelijk is van de opslagtemperatuur (tabel 6). Deze 
verhoging van melkzuur is gaschromatografisch te volgen. Echter is het 
melkzuurgehalte niet alleen afhankelijk van het broeden maar ook van 
bakteriologische invloeden. 
Bakteriologische infektie leidt tot verhoging van het melkzuur-, 
azijnzuur- en fumaarzuurgehalte (10), vandaar dat melkzuur geen 
geschikte parameter is en ook hier verder niet meer over gesproken 
wordt. 
Analysemethoden : 
ad 1) Bepaling van he t ~-HBZ gehalte 
Er zijn tot nu toe in het RIKILT twee technieken getoetst voor de 
klmntitatieve bepaling van ~-HBZ in vloeibaar heelei monsters: 
A) enzymatische methode 
B) gaschromatografische methode. 
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A) Enzymatische methode voor de bepaling van 13-HBZ in vloeihaar heelei 
monsters. 
Voor het uitvoeren van deze methode wordt verwezen naar het artikel 
van Parry (5). 
De enzymatische reaktie tussen het enzym D-13-hydroxyboterzuurdehydro-
genase en 13-HBZ ziet er als volgt uit: 
CH3 - CHOH - CH2 - COOH + NAD+ 
enzym + 
;;:::::.:=~) CH3 - CO - CH2 - COOH + NADH + H 
waarbij: 
NAD+ = nicetinamide adenine dinucleotide 
NADH = de gereduceerde vorm van NAD+. 
Het evenwicht van deze reaktie ligt links. Echter wanneer hydrazine 
bij pH=8,4 wordt toegevoegd, 'wrdt het gevormde acetoazijnzuur geredu-
ceerd en is de reaktie aflopend naar rechts . 
De gevormde NADH vertoont een absorptie bij 340 nm. D-13-hydroxyboter-
zuurdehydrogenase reageert alleen met de D-vorm van 13-HBZ . Uitgaande 
van de methode van Parry (5) heeft het RIKILT een verbeterde methode 
ontworpen. 
Op de hieronder genoemde punten zijn verbeteringen aangebracht : 
1. Achtergrondabsorptie 
De achtergrondabsorptie wordt veroorzaakt door het eiextrakt en 
veroorzaakt vooral op laag a-HBZ niveau te hoge meetresultaten. 
De achtergrondabsorptie werd voor enkele monsters gemeten door het 
eiextrakt , na toevoegen van alle reagentia behalve het enzym , te 
meten tegen blanke chemicali~n (tabel 7). Om het storende effekt 
van achtergrondabsorptie te vermijden '·mrd t bij elk monster een 
blanko meegenomen die alle reagentia en eiextrakt bevat behalve het 
enzym. 
2, Zuiverheid en aktiviteit van het enzym 
Het gebruikte enzym D-13-hydroxyboterzuurdehydrogenase van 
Boehringer is verontreinigd met laktaatdehydrogenase (< 0,1%) en 
mal aatdehydrogenase (< 5%). Zowel in ver se als in bebroede eieren 
komt een hoeveelheid melk- en appelzuur voor (tabel 5). Het behulp 
van standaardoplossingen van melk- en appelzuur blijkt dat deze 
verontreinigingen wel degelijk een absorptieverhoging geven (11). 
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Vooral op laag 13-HBZ niveau kan een relatieve maximale verhoging 
van 20% optreden. Op hoog 6-HBZ niveau is de relatieve maximale 
verhoging slechts 2,5%. 
Vandaar dat er een zuiver enzym D-6-hydroxyboterzuurdehydrogenase 
wordt gebruikt van Sigma. Volgens de specificaties bedraagt het 
gehalte aan lactaatdehydrogenase maximaal 0,05% en het gehalte aan 
malaatdehydrogenase maximaal 1%. De aktiviteit van het enzym ligt 
een faktor 7 tot 10 keer hoger dan het enzym van Boehringer (tabel 
7). Door de grotere zuiverheid en aktiviteit van het enzym van 
Sigma wordt op laag 6-HBZ niveau circa 30% lagere waarden gevonden. 
3. In tegenstelling tot Parry '"ord t de extinctie gemeten als de reaktie 
(bijna) volledig is verlopen dat wil zeggen wanneer de extinctie na 
10 min minder dan 0,001 is veranderd. 
De nauwkeurigheid van de gemodificeerde methode is op verschillende 
6-HBZ niveau's onderzocht (11) en men is tot de volgende resultaten 
gekomen: 
niveau 6-HBZ ~ epm) stand. afwiJkin~ (ppm) variatiecoëfficient (%) 
1 0,4 40 
8 0,48 6 
20-50 1,7 5 
50-220 2 ,5 2 
Op laag 6-HBZ niveau is de nauwkeurigheid niet groot . Op hoog 13-HBZ 
niveau is de nauwkeurigheid \o/el goed gezien een variatiecoëfficient 
van 2% op 50-220 ppm niveau. 
B) Gaschromatografische methoden voor de kwantitatieve bepaling van 
organische zuren in eier en . 
1. Het scheiden van organische zuren vindt plaats op een dunfilmcapil-
lair Fluorad FC-431 kolom met behulp van temperatuurprogrammering 
van 50°C tot 200°C en een stijging van 6°C/min (figuur 3) (2). 
Voor routinedoeleinden is een gepakte kolom 10 g/100 g op 
c hromosorb H A'-7-DHCS 100-120 mesh geschikt. Ook hier wordt met 
dezelfde temperatuurprogrammering gewe rkt en goede meetresultaten 
verkregen. 
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De recovery van a-HBZ in eieren is groter dan 90% (tabel 8). Echter 
ligt het niveau hoger dan bij Littmann (2). 
Op het 20 mg 8-HBZ niveau is de standaarddeviatie van de r-waarden 
gegeven in tabel 9 . 
Afhankelijk van de hoek die de ijklijn heeft ten opzichte van de posi-
tieve X- as zal de fout in mg 8-HBZ groter of kleiner zijn. 
ad 2) Bepaling van bandenverandering in prot~inepatroon met behulp van 
elektroforese 
Voor het bepalen van bebroede eieren heeft Harwalker (7) een elektro-
foretische methode ontwikkeld. 
Veranderingen in prot~inepatroon zijn uitsluitend te wijten aan het 
bebroeden van eieren (bij 37°C). Op deze manier kan men een vers ei 
van een bebroed ei onderscheiden. 
Eieren die bij lage temperatuur bewaard zijn hebben hetzelfde pro-
t~inepatroon. als verse eieren (7). 
De methode is geschikt voor het k\.;ralitatief aantonen van bebroede 
eieren maar is wel tijdrovend (4 uur elektraforeren + 24 uur ontkleu-
ren). Volgens een recent artikel van Nakamura et al (12) is pasteuri-
satie van eiwit elektroforetisch aan te tonen. Na pasteurisatie, 
meestal beneden de 60°C, van eiwit ontstaat er een proteineband die 
afkomstig blijkt te zijn van interaktie tussen macroglobuline en lyso-
zyme gedurende verhitting van het eiwit (figuur 4). 
De band verschijnt maximaal bij verhitting tot 55-57°C, afhankelijk 
van de pH en de duur van de verhitting, bij hogere temperatuur ver-
d\.;rijnt de band. 
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Fig. 4l-Electrophorerié parterm of egg white, heared egg white 
and egg white with heated macroglobulin-lysozyme mixru~ (A) 
Unheated egg whire; (8) Egg white heared at SS" C for 2 min; 
(C) Egg whire wirh heated mar:roglobulin (pH 8, ss• C for 2 min); 
(D) Egg white with heated macroglobulin-lysozyme mixrvre (1:1, 
pH 8, ss•c for 2 min). Arrow shows posit.ion of a new prorein 
band. 
ad 3) Bepaling van het aantal reducerende proteïnen 
Het aantal reducerende proteïnen wordt met kaliumhexacyanoferraat(III) 
bepaald. Voor een uitvoerige werkwijze wordt verwezen naar Cattaneo 
(8). 
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De limiet van reducerende prote'inen in verse eieren is gesteld op 
27 mg/100 g. Bij een hoger gehalte aan reducerende prote'inen mag men 
aannemen dat er bebroede eieren in het eimonster aanwezig zijn. Dit 
betekent dat, volgens tabel 13 , de detektiegrens bij een mengsel van 
bebroede eieren en verse eieren op 20% zit. 
Voorbewerking van de monsters 
ad 1) Bepaling van het a-HBZ gehalte 
A. Enzymatische methode voor de bepaling van a-HBZ in vloeibaar heelei 
monsters. 
Aan een bepaalde hoeveelheid eimonster wordt 25 ml 30% perchloorzuur 
toegevoegd. Na centrifugeren en filtreren wordt 25 ml van het filtraat 
op pH=8,4 gebracht met behulp van KOM-oplossingen. Breng de oplossing 
op 100 rul met dubbel gedestilleerd water. Plaats de kolfjes gedurende 
15 min in een ijs/waterbad. Twee ml van het heldere supernatant wordt 
gemengd met 0,4 ml 0,01 M NAD+-oplossing, 0,5 ml 0 , 05 l1 trisbuffer , 
0,5 ml 0,002 l1 hydrazinehydraatoplossing en 10 ~1 enzymsuspensie. Na 
mengen wordt de oplossing gemeten tegen een blanko die de monsterop-
lossing en alle chernicali~n bevat behalve de enzymsuspensie. 
B. Gaschromatografische methoden voor de kwantitatieve bepaling van 
organische zuren in eieren. 
1. Een bepaalde hoeveelheid eimonster (afhankelijk van de toestand van 
het produkt) (zie tabel 14) wordt met glutaarzuur, zwavelzuur en 
wolfraamfosforzuur gemengd, gecentrifugeerd en gefiltreerd. 
Het filtraat wordt ingedampt en met water tot 20 ml verdund. 
Hiervan wordt 8 rul met 16 g Celite en 16 g natriumsulfaat tot een 
droog poeder gewreven. Dit poeder wordt ca. 3 uur met azijnzuur-
ethylester geextraheerd. Vervolgens wordt adipinezuur aan het 
eluaat toegevoegd. De verkregen oplossing wordt tot 5 rul ingedampt. 
Voor verestering wordt 1 rul methanolische zwavelzuur toegevoegd. Na 
neutralisatie van de oplossing met methanolische ammoniak en 
natriumwaterstofcarbonaat is de oplossing geschikt voor gaschroma-
tografisch gebruik. 
2. Een bepaalde hoeveelheid eimonster wordt met watervrije ether, dat 
minder dan 0,05% ethanol bevat, geextraheerd. 
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Na indampen tot 2 ml \·mrdt 2 ml BF3-propanol aan het eluaatextrakt 
toegevoegd. Het verkregen mengsel \o~ord t gedurende 10 minuten op een 
stoombad verhit. De verkregen oplossing i s klaar voor gaschroma-
tografisch gebruik of kan zonodig verdund worden. 
ad 2) Bepaling van bandenverandering in prote'inepatroon met behulp van 
elektroforese. 
/ Een deel eimonster wordt verdund met 4 of 8 delen buffer (= 8% sucrose 
en 4,5 M ureum). Vervolgens wordt een spatelpunt broomfenolblauw 
toegevoegd. Het verdunde eimonster is nu gereed voor elektroforese 
(ca. 4 uur). 
ad 3) Bepaling van het aantal reducerende proteïnen 
100 mg droog eiprodukt of 400 mg vloeibaar eimonster worden nauwkeurig 
afgewogen. Na toevoegen van \olater \Wrd t het mengsel gedurende 15 min 
tot 50°C verhit, daarna wordt 5 ml fosfaatbuffer van pH=6,6 (= 0 , 2 H 
H2Po4 en 0,2 M NaOH) en 5 ml 1% kali umhexacyanoferraat(III ) oplossing 
toegevoegd. Het mengsel \olOrdt gedurende 45 minuten in een \o~aterbad van 
50°C geplaatst , daarna afgekoeld en vervolgens wordt er 5 ml 10% 
trichloorazijnzuur toegevoegd . Na schudden en centrifugeren wordt 5 ml 
supernatant gemengd met 5 ml water en 1 ml vers bereide 1% FeC13-op-
lossing. De verkregen oplossing wordt gemeten bij een golflengte van 
660 nm. 
Diskussie en samenvatting 
Er zijn verscheidene methoden ontwikkeld om een bebroed ei van een 
vers ei te kunnen onderscheiden of een bevrucht ei van een onbevrucht 
ei. De enzymatische en gaschromatografische methoden hebben als para-
meter P-HBZ gekozen. P-HBZ is echter geen parameter voor het wel of 
niet bebroed zijn maar voor de bevruchting van een ei . 
Een onbevrucht ei (zowel bebroed als vers) heeft een P-HBZ concentra-
tie beneden de 2 ppm (3). 
Bebroede bevruchte eieren hebben een verhoogd P-HBZ gehalte. Volgens 
een recent artikel (4) is de e-HBZ concentratie ook afhankelijk van de 
tijd en temperatuur w~arbij de eieren be\o~aard \Wrden, echter wordt de 
2 ppm grens pas overschreden als de bevruchte eieren minstens 10 dagen 
bij 30°C opgeslagen zijn en dit komt in de praktijk niet of namo~elijks 
voor. 
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De enz~uatische methode is goed uitvoerbaar maar moeilijk te automati-
seren. De detektiegrens ligt bij 1 ppm lolaarbij rekening moet worden 
gehouden met een variatiecoëfficient van 40%. Op hoger B-HBZ niveau 
(50-220 ppm) wordt de nauwkeurigheid relatief beter (var.coëf. = 2%). 
De gaschromatografische methode van Littmann (2) vergt meer tijd dan 
de enzymatische methode, maar de detektiegrens ligt beneden de 1 ppm. 
De recovery voor B -HBZ ligt tussen 93-119% met een variatiecoëfficient 
van 5,6%. 
De gaschromatografische methode van Staruszkiewicz (6) vindt een goede 
reproduceerbaarbeid van r-waarden op 20 mg B-HBZ niveau (tabel 9). De 
recovery's voor B-HBZ in eieren is groter dan 90% (tabel 8) met een 
gemiddelde van 102%. 
Voor het bepalen van het wel of niet bebroed zijn van een ei is een 
klo~alitatieve elektroforetische methode ontwikkeld volgens Harwalker 
(7). Bebroede eieren vertonen een verandering in bandenpatroon die 
uitsluitend te lnjten is aan de relatief hoge temperatuur waarbij de 
eieren bebroed worden. De methode is door het elektraforeren (4 uur) 
en ontkleuren (ca. 24 uur) tamelijk tijdrovend. 
De limiet van detektie van bebroede eieren in een eimonster is 15-25%. 
Het totale aantal SH-groepen, het aantal niet-proteïne SH-groepen en 
het aantal prote'ine SH-groepen blijken geen geschikte parameters voor 
bebroede eieren te zijn (8). 
De hoeveelheid reducerende proteïnen blijkt wel een geschikte para-
meter te zijn voor bebroede eieren (tabel 15). De methode is niet zo 
tijdrovend als de elektroforetische methode en de nauwkeurigheid is 
gelijk. De limiet van reducerende prote'inen in verse eieren is gesteld 
op 27 mg/100 g. Bij een hoger gehalte aan reducerende proteïnen mag 
men aannemen dat er bebroede eieren in het eimonster aanwezig zijn. 
Dit betekent dat volgens tabel 13 de detektiegrens bij een mengsel van 
20% bebroede en verse eieren zit. 
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Tabel 1: Verdeling van de hoofdkompanenten van een ei (1) 
Komponenten schaal (%) eil>lit (%) dooier (%) 
l'later 1, 0 88 ,5 47,5 
prote'inen 4,0 10,5 17,4 
lipiden 
- 0,02 33,0 
koolhydraten 
-
0,5 0,2 
anorganische zuren 95,0 0,5 1,1 
rest 
- - 0,8 
Tabel 2: Gemiddelde waarden en afwijkingen van concentraties van orga-
nische zuren (in droog monster) in verse eieren (n=64) (1) 
concentratie organische zuren (rog/kg) 
Zuren gem.waarde min.l.,aarde max.,.,aarde 
melkzuur 133 46 222 
pyruvaatzuur 11,3 - 21,5 
13-Hnz 2,2 - 4,1 
fomaarzuur 3,1 - 5,2 
succinezuur 2,0 - 3,7 
appelzuur 11' 1 4,8 22 '0 
citroenzuur 151 88 220 
pyrrolidoncarbonzuur 98 56 161 
Tabel 3 13-Hnz concentratie (ppm) van onbevruchte vloeibare eieren 
bij verschillende tijd en temperatuur (4) 
opslagtemperatuur 
oe 
opslagtijd (dagen) 
0 10 20 30 
vers 0,14 - - -
20 
- 0,12 0,08 o, 07 
25 
- 0,06 0,06 0,06 
30 
- 0,04 0,15 0,18 
Tabel 4 13-HnZ concentratie (ppm) van bevruchte vloeibare eieren 
bij verschillende tijd en temperatuur (4) 
opslagtemperatuur 
oe 
opslagtijd (dagen) 
0 10 20 30 
vers o, 15 - - -
20 
- 0,19 0,19 0,26 
25 
- 0,10 0,27 0,23 
30 
- 1,18 4,20 12' 72 
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T2lxllc5 Gehalte an orsanischcn Säurcn in 8 Ta ge lang bcbriitetcn, bcfruchtc:ch uod unbdruchtctcn Eicrn.- (Zum Vcrglcich: Die miltleren 
Siurcschzhc in legcfrischen Ei cm a us Ta belle I der I. MitL) (Angabcn in mg:'kg Tr.) ( i3) . 
Seh:l:Jdlu ng Milchs:iurc Brcnnrau- .8· H ydroxy- Fumarsä urc Bcrnstcin- Äpfclsäurc Ci troncn-
der Eier bcns.äurc bu llcrsä ure säurc säurc 
mlD ma.x min maJ; min mu min ma.x min ma.x mm m:u min mu 
Millel Miltel Min cl Mittcl Millel Mit tcl Millel 
Ur.bdruchtct~ 193 485 9 35 1,8 ~.5 2,3 . 3,8 1.8 3.2 6 18 123 2~ 
bcbrütetc Eier 320 28 2,9 3,0 2.6 11 163 (n = 53) 
Bcfruchtctc, bcbrii· 
-1980 10680 76 .105 ~4 318 4,9 10,7 7,6 12.8 21 59 :!iO 712 
tctc Eicr ohnc 7350 214 121 
sichtbarco 
7,4 10,0 35 485 
Embryo (n=34) 
Bcfruchtctc, bcbrii· 5250 8490 111 301 129 380 1.2 16,0 8.7 15,4 25 69 369 585 
tclc Eicr mil 6910 218 263 11,0 I 1.0 43 450 
sichtbarem 
Embryo (n= 19) 
)'.liuclwcnc übcr 7210 :n5 167 
;die bdruchlctcn, 
8,6 10,0 39 473 
bcbrütctcn Eicr 
(r. =53) 
Mittcl..:.·cnc über 133 11,3 2,.2 3,1 ~.o 11,1 151 
lc~cf.mchc Eic.r 
(r. = 6-:) 
Tabel 6: Verhoging van het melkzuurgehalte onder invloed van de opslag-
temperatuur (3) 
opslagtemperatuur verhoging tijd mg/kg 
oe melkzuurconc. 
5 nee 
-
133 
20 ja 4 tot 5 weken 400-500 
30 ja binnen 5 weken 500-700 
Tabel 7: Invloed van de activiteit en zuiverheid van het enzym van 
Sigma ten opzichte van het enzym van Boehringer (11) 
monster achtergrond- gehalte 13-HBZ gehalte 13-HBZ gekorrigeerde 
abs. uitge- . na gebruik van na gebruik van 13 -HBZ gehalten 
Pyrrolidon-
c:ubonsä ure 
min m:u 
Millel 
126 225 
170 
170 484 
278 
1~8 421 
308 
.?88 
98 
drukt in f3-HBZ onzuiver enzym zuiver enzym onzuiver zuiver 
gehalte 
I 4,9 ppm 7, 0 ppm 6,3 ppm 2,1 ppm 1,4 ppm 
II 6,6 ppm 9,6 ppm 8,8 ppm 3,0 ppm 2,2 ppm 
III 4,6 ppm 46,5 ppm 47,1 ppm 41,9 ppm 42,4 ppm 
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Tabel 8: Recovery's van B-HBZ in eieren met behulp van de gaschromatogra-
fische methode volgens Staruszkiewicz (6 ) 
toegevoegd Na zout gevonden recovery ( %) 
toelaatbare eieren * 
0 0 -
10,0 10,8 108 
10,0 10, 3 103 
15 ,o 15,2 101 
25 ,o 23,5 94 
50,0 49 ,6 99 
50,0 51,3 103 
gee l etiket eier en 
0 13,0 -
10,0 23 ,2 102 
10,0 24 ,0 110 
15,0 28,0 100 
* Toelaatbare eieren zijn eieren met een B-HBZ gehalte beneden 
de 2 ppm. 
Tabel 9: Reproduceerbaarheld van r-waarden* van B-HBZ van 6 oplossin-
gen op 20 mg B-HBZ niveau m.b.v. DEGS-kolom (130°C) volgens 
voorschrift van Staruszki ewicz (6) 
methode A methode B 
2,28 2 ,26 
2,27 2 , 31 
2,20 2 , 28 
2 ,1 2 2 , 31 
2 , 30 2 , 28 
2,25 2,27 
gem. 2,24 2 , 28 
s .d. 0,06 0,02 
v.c . 2 ,7 % 0,9% 
* r = hoogte van de este rpiek 
hoogte van de interne standaardpiek 
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Tc>J;}e 1t>. Pev0l opn•. J~i o.f ~:·H ,-;r·cn; s <:nel r··t\1!CiJ1{': l ·rot· ins 
in cc;r; t'torocl in !_;~ 1 cJ 1 nt n1 : ~ ·· i e n t te-r~ • (:?.J-27° ç ). (8) 
Time Snbst2.nce Total SH T;on-pro t e:i.n ~.)H Jieducing 
- e-roups ,'.;rorps proteins 
---------------------~~l!Q~~----~~L~~~G---------~~l!QQç __ _ 
211 h yolk 1~1.1 ~.~~ 29.0 
,._.J~i te 1!-h.l J.J . 1r· .9 
-- ____ f ~ l_ ::~~~~=~~~ --~~! Q --- ----~! !.~--- ------ .. · - -~~! 2------
(~Q.)Y 5 
cl ay 1 2 
rlay 19 
yollc 
,,-Jü te 
,.,rJ:olr - c:: gg 
yolk 
'.··lJi te 
uholc- egg 
yo lk 
\·:hi.te 
,.,:}lol e-cgri: 
Jh,O 
lt9. 5 
lt ( . J 
:è 9. 7 
48,0 
hl.!. 2 
Jll. J 
51+. 7 
q h. ,, 
0 . 1 
o.o 
n.o 
n.o 
o.o 
0,0 
J .5 
0 ,0 
o.o 
l~6. 1 
21. J 
25.4 
')6.7 
17 .0 
2_3,J 
J6.o 
20.0 
J0.4 
( ::1: ) y o 1 k + ,,. ] , i te 
Tnble#l. 
and. 
Conpé:.ri s or: 
n<n:-laid e r;g 
li<'uirl :irom inculx: ter'l 
·~·pe Tota l SH Non-protei n SH Reducing 
group s flroups prot~ins 
------------ .---- -----~~ L! Q~~--- -~~ l! QQÇf--- -· - - ---~EL!~~§- --
new-laid 42,0 0 , 2 25.7 
2 1: 7 • 5 1 • 6 21-t • ~~ 
J ~9 .1 1.G 19 .h 
4 37 . 9 0,4 18 . 9 
5 39.5 o .o 2 1.6 
6 4lt • 1 C'· • 0 . 1 6 • 4 
7 4 1 , L: 0 , 0 1 0 • 7 
me a n 4 J • 1 0 • ~, 2 0 • 9 
~!~ :.. =~~~!---------~7:..2:~2 :..! _____ ~:!~~- ---- - --2§:..~=~~:..7 ___ _ 
incuh2te~1 46,1 :: , ;:, 52.9 
1.1 6l~. s 
1.~ : h6 .3 
2 5 1 • 1! 
J L! 2. 1 
4 1:8.0 0.9: 51: ,1 
:; 
J ~J.0 2 ,1 : 50 . 2 
o.'! 50 . o 6 /!I· t: • J 
O.J: f7 .0 ...., /19. 6 j 
8 35 .0 0.1 61.8 
mean 45 .1 1,1 1 58.5 
min .-max , 35 .0-51,11 0 ,1-2 , 2 l~6. P. - 87.0 
---------------------------------------------------------·· 
I o 
< 
~rr~.h le ll . 
ee;r; 
0 ~~ 
5 ('~ I 
10 ( I ," 
20 o' l(' 
JO ", ,o 
40 \_; 
50 ; .I jO 
.. \d! ·l ixi'. urP. n:f vnriouc- pcrcc: · t ~ r· r:s o:f i ncn1 .... ~: te~~ 
liquirl to ne~·: -lr>. irl e::rg 1 ;_quid (8) 
Reduc;n.<- r·r.otr·:i.ns ,- mg'/1.00 r; 
~~~~~Î-~~~~~~~~----~~~~;~~~~~ 1 c nntents 
22. 12 22 . 12 
21 . 8] 2~ .06 
2~ .7 9 2/.l . 0 1 
27 .67 25 . S'2 
27.6S 2? . 8 1 
2f' . 2P 2~ .71 
~ 1. 7 2 31 . 72 
Tab l e /B. Theoretica} caJ.culation :for various admixtures 
---of bypothe ti ca l inct1bate··J e r;g l iquid (reduci!!f.' prott?ins 
= 58 mg/1 ·" 0 e) to hyrotl,e ti cal ne1·:-lai d egg liquid 
(rer!uc:ing p roteins = 2 1 r.~g/ 100 g ). (..8 ) 
c~  a d :· ixture r rrl''C;,,~ ,.,I~otrl'ns (111""/1f')n rr) . \, \,. -· - J. : ·-. _, \ - . f;-. \ . - b 
0 2 1 .0 
5 22 . 9 
1 0 2~- . 7 
20 2P . l t 
JO 32 . 1 
1+0 ~5 - ~ 
50 J0,5 
Tabel 14: Inweeg van verschillende soorten eimonsters met bijpassende 
hoeveelheid wolfraamfosforzuur (2) 
produktsoort inweeg (g) hoeveelheid wolfraam-
fosforzuur (ml) 
vloeibaar heel ei 25 30 
v loeibaar eigeel 8 20 
vloeibaar eiwit 17 20 
droog heelei 4 20 
droog eigeel 4 20 
droog eiwit 4 20 
Tabel 15 : Het vergelijken van het aantal totale SH- groepen , niet pro-
te'ine SH- groepen en reducerende proteïnen van verse eieren 
en bebroede eieren (8) 
verse eieren bebroede eieren* 
(mM/100 g) (mM/100 g) 
totaal aantal SH-groe pen 43,1 ( 37 , 9-49 ,1) 45 (35 ,0-51,4 ) 
niet-prote'ine SH-groepen 0,6 ( 0 - 1,8) 1,1 ( 0,1- 2, 2) 
reducerende prote'inen 20 , 9 (16 ,4-25 ,7) 58 , 5 (46,8- 87,0) 
* Eieren die gedurende 18 dagen bij 37°C bebroed zijn. 
8391.18 
